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Moznosti kryokonzervace
biologického materialu

velice obtizna
kryokonzervace

relativné snadna
kryokonzervace

spermie  ovarium

velikost bunek

pocet bunék
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Eticky problém kryokonzervace embryi f’

— Vv roce 1996 papez Jan Pavel Il. "apeloval na svedomi svetovych
védeckych autorit a zejména na Iékare, aby byla zastavena
produkce lidskych embryi, pfiCemz je treba vzit v uvahu, ze se
zda, ze neexistuje zadné moralné pripustné reseni tykajici se
lidského osudu tisicu a tisicu 'zmrazenych' embryi, ktera jsou a
zUstanou predmétem zakladnich prav, a proto by méla byt
chranéna zakonem jako lidské osoby
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Nejvyssi soud Alabama 2024

— oocyty nejsou eticky problém, ale embrya....
— zaloba paru na Kliniku IVF pro neumysiné zni¢eni zamrazenych embryi v roce
2022, byla neuspésna ale:

— nejvysSi soud v Alabamé vsak nyni (unor 2024) jeho rozhodnuti v poméru
osm hlasu k jednomu zvratil s tim, ze se ,zakon o neumysiném usmrceni
nezletileho ditete se vztahuje na vSechny nenarozené déti bez ohledu na
Jejich umisténi”

— Oduvodnéni: ...chceme aby bylo vice déti...

Vsichni jsme Bozi stvoreni. | nepouzita embrya

jsou déti, urcil soud v Alabameé MUNT
(© 19. Gnora 2024 19:04 6 X & a M ED



— vrchni soudce Tom Parker, 02/2024
— alabamské ustava:....kazdy Clovék byl stvoren k obrazu Bozimu, coz

znamena, ze kazdy zivot ma nevycislitelnou hodnotu, kterou ,nelze
protipravné zniéit, aniz bychom na sebe privolali hnév svatého Boha“ ,Cléanek

36.06 uznava, ze to o nenarozenem lidskem zivote plati neméne nez o vsech
ostatnich lidskych zivotech: ,vsechny lidské bytosti nesou BoZzi obraz jeste

pred narozenim a jejich zivoty nemohou byt zniCeny, aniz by byla vymazana ‘? '
jeho slava“ e

Alabama Supreme Court Cites the Bible in
Terrifying Embryo Ruling

The Alabama Supreme Court’s decision is all but guaranteed to gut IVF in the
entire state.

ALABAMA COURT RULING: SNSRI

FROZEN EMBRYOS QUALIFY P st
AS PEOPLE UNDER STATE LAW SUFREMNE COURT OF A S
® “unborn children are

'children'...”

ALABAMA SUPREME COURT
RULES FROZEN EMBRYOS ARE
PEOPLE UNDER STATE LAW

The unprecedented ruling could
end IVF in the state.
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Kryokonzervace oocytu v klinické praxi

— kryokonzervace gamet byla puvodné zavedena za uCelem udrzeni Sance na
pocCeti v pripadé onkologickeé |é€by (zachovani plodnosti) a poté rozSifena na
indikace, jako je Turnertuv syndrom, autoimunitni onemocnéni, endometridéza
nebo zachovani plodnosti ze spolecenskych divodu

¢C——

My doctor said that
I might need to use
the eggs in the future.
There’s no way to know
for sure until | try to get
pregnant again.

— MAGGIE DAVIS
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Mrazeni oocytu Embryolo
M ED Authority”

* po fadu let od prvné publikované prace (1986) nebyla kryokonzervace
oocytu pfilis pouzivanou metodou kvuli nizkému procentu prezivani, Spatné
fertilizaci a Spatné kvalité embryi

» technika vySla z kryokonzervacnich protokolt uzivanych pro embrya
* bylo nutno provést fadu experimentu, které se zabyvaly nejriznéjSimi

modifikacemi téchto laboratornich postupu, aby vedly ke spolehlivému
pouziti pro oocyty
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Obtizné mrazeni

R zona pellucida

Cytoplasmic and hardening

cytoskeleton damage

7

| ™

Melotlc spmdle
depolymenzatlon

membrane permeability

 Polar body
degeneration/fusion
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MUNI Vitrifikace oocytt

Mt D

» velky objem a maly povrch — pomalé pronikani kryoprotektiva
« poskozeni perifernich oblasti oocytl

« specifické organely — délici vieténko, CGs, ZP

* vysoky obsah vody

« MIl jsou citlivéjSi nez GV oocyty (poskozeni déliciho vieténka) (Boiso et
al., 2002) — vznik aneuploidii se zvySuje s vékem zeny

in vitro zrani neni tak efektivni jako zrani in vivo



Vitrifikace

The osmolarity changes in oocyte vitrification and warming procedures

Culture Medium

Equilibration Sol.

Vitrification Sol.

280mosm  H,O 2700 mOsM H,O 5600 mOsM H,0
~280 mOsM
G+DMSO]
[0.5M Sucrose]

[EG+DMSO] [EG+DMSO]

Warming Sol. Dilution Sol. Washing Sol.

[1.0M Sucrose] [0.5M Sucrose]

H,0 1280 mosM H,O 780 mOsMm H,0 280 mOsM

* béhem vitrifikace jsou bunky vystaveny velkym zménam osmolarity

* se zvySujici se osmolaritou, nastava hypertonicky tlak na bunky, ktery

zpusobi jejich deformaci (6600 mOsm)

e pfi rozmrazeni je nutné burnky dat nejprve do prostredi s vySSim

osmotickym tlakem a postupné tlak snizovat na izotonickeé prostredi
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MUNT Mrazeni oocytu vs embryi
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HUNI Mrazeni oocytu vs embryi
M E D optimalni Cas pro embrya
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Mrazeni oocytu vs embryi
optimalni Cas pro oocyty
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Mrazeni oocytu

pravdépodobné priciny nizké uspesnosti se nachazely na vice
urovnich

zmrazovani/rozmrazovani indukuje zmény zony pellucidy, které
poskodi mechanismus napojeni spermii a/nebo jejich penetraci

naruseni funkce kortikalnich granul muize vést k polyspermii

oocyt v metafazi Il je extrémné citlivy vzhledem k jeho velikosti,
obsahu vody a usporadani chromozomu

poskozeni cytoskeletu vede k nasledné chaotickeé organizaci organel



Mrazeni oocytu

poskozeni mikrotubull déliciho
vieténka v metafazi Il vlivem
tvorby ledu muze vést

k chromozomalni aneuploidii

dalSim abnormalitam karyotypu
a zastavé vyvoje embryi

oocyty ve stadiu GV jsou méné
diferencované nez v M|
(neorganizované délici
vieténko a dekondenzovany
chromatin) ¢imz jsou méné
nachylné k poskozeni

po kryokonzervaci a rozmrazeni

je ovSem uskali v in vitro
maturaci téchto oocytu

IVM Clovék 36-38h
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MUN]I Fertilizace po mrazeni oocytu

Mt D

e oocyty by mely byt mrazeny nejdrive 5 hodin po odbéru. V tomto obdobi se
odstrani hyaluronidazou kumularni buriky.

« odstranéni bunék by mélo usnadnit prunik kryoprotektiva. V soucasné dobé
se uprednostnuje mrazeni bez kumularnich bunék.

Dulezity je zpusob oplozovani oocytl po rozmrazeni:

« zmeény v zona pellucida, poskozeni funkce kortikalnich granul a Castecna
disrupce membran, ktera zpUsobila blok splynuti a penetrace spermii vedly
k nizkému procentu oplozeni pfi klasickém IVF - tyto prekazky se podafrilo
uspésné obejit pouzitim ICSI
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Indikace k mrazeni oocytu
MED

V soucasné dobe je kryokonzervace oocytl vyuzivana
v nasledujicich pripadech:

1. Moznost uchovani oocytu pro pacientky s rizikem predcasného
ovarialniho selhani (endometridza — iatrogenni oskozeni,
operace, autoimunitni — tyreotitida)

2. Skladovani zmrazenych darovanych oocytu v programu
darcovstvi (odboura nutnost synchronizace cyklu darkyné a
prijemkyné)

3. Redeni v pfipadé neodekavané absence partnerovych spermii
v den odberu oocytu (prekaz_ka zdravotni, dopravni,
pracovni, momentalni psychické rozpolozeni).



MUNI Indikace k mrazeni oocytu

Mt D

4. Pomoc pro zeny s onkologickym onemocnénim u kterych nemohou byt
zamrazena embrya - nemaji vhodného partnera a odmitaji darcovské sperma.

5. Moznosti skladovani oocytu se nové jevi jako prilezitost pro Zeny, které
neplanuji bezprostfedné téhotenstvi a chtély by si uschovat ,mladé oocyty” pro
vlastni pouziti v budoucnu — social freezing.

6. Kryokonzervace oocytl minimalizuje etické a pravni komplikace spojené se
skladovanim embryi (v nékterych zemich bylo mrazeni embryi omezeno)

7. Autologni zmrazeni vajiCek s poolingem Ize provést i u pacientd se Spatnou
odpovédi na IéCbu s neobstrukéni azoospermii. U téchto pacientek maze byt
provedeno nékolik cykll odbéru oocytu nasledovanych zmrazenim oocytu. To
muUZze byt nasledovano chirurgickym odbérem spermii varlat pozdéji, kdyz je k
dispozici dostatecny pocet (~10-12) zralych oocytt pro inseminaci. To muze
zabranit vicenasobnym operacim varlat u muzského partnera.



Vitrolife vitrification

1. Fill the SmartBox with liquid
nitrogen up to 1 ocm from the box's
rim and place the lid on top of the
box.

2. Place 1 ml of each of the follow-
ing solutions into separate wells of
a 5-well plate and warm to

37°C

Vitri 1™ Oocyte
Vitri 2™ Oocyte
Vitri 3™ Oocyte

The recommended volumes
should not be changed. Failure
to use the correct volume of
media may result in osmolality
changes, which could cause

suboptimal oocyte survival

-

-

'ki‘,

Rapid-i™ forceps

“ Rapid-i™ cutter

RapidWarm™ Qocyte kit

3. Label the exact

number of

RapidStraws

needed with the

patient’s identification. Place the
label below the top, black mark of
the straw.

4. Transfer the
oocytes into
Vitri 1 Qocyte.
The oocytes
should remain in ~—
the solution for

-

Vitri 1 Oocyte 5-20 min



7. When the oocytes have fully
re-expanded, make a droplet of

- - RN L - Vitri 3 Oocyte on a non-toxic
Vitrolife vitrification ki craksbiyadbm
culture dish,

5. Move an |

appropriate number ! [ \

of oocytes into @ \
- -4..‘:-

Vitri 2 Qocyte. ' o 3 '

The oocytes remain

in this solution for The 20 pl droplet can only be

used once

Vitri 2 Oocyte 2-5 min

The oocytes should have re-
expanded to their original volume
within five minutes.

6. Place the
RapidStraw in
liquid nitrogen.
Make sure that
the RapidStraw
is securely
attached to the magnet in the
SmartBox.

1 min in ES

'ﬁ_
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5 min in ES} 4 1 minin VS



Vitrolife vitrification

8. Transfer the oocytes into the 20
pl droplet of Vitri 3 Oocyte and let
them remain in this solution for

25-35 sec,|including the time

it takes to load the Rapid-i and
vitrify.

Remove the stainless steel rod
from the RapidStraw after 15

seconds have elapsed and discard.

Vitri 3 Oocyte 25-35 sec

9. Place Rapid-i on the micro-
scope stage with the flat side
down. Locate the correct plane of
focus so that the hole of Rapid-i is
in view, for easy loading.

10. Collect the
oocytes with a
Vitrolife micro-
pipette. Keep the
oocytes close
together at the end of the pipette.

Avoid overfilling the hole
or else the oocytes may
float out

11. Slide the hole
of Rapid-i into view,
in the microscope.
Move the tip of the
pipette close to

=
X

the wall of the hole in Rapid-i and
expel the oocytes into the hole.

12. Quickly place 4
Rapid-i vertically e
into the pre-cooled LA
straw sitting inthe

Smartbox. Cover
the hole immediately
after insertion for
a few seconds to

L 7
prevent that

Rapid-i accidentally pops out.




? SmartBox™
Vitrolife warming . o

‘ Rapid-i™ cutter

1. Place the Smartbox on the lab s

bench close to the microscope ,(_,.‘; Repiisien™ Doia 4
and fill it with liquid nitrogen up to

1 cm from the box's rim and place

the lid on top of the box.

2. Place 1 ml of each of the
following media into separate wells
of a 5-well plate and warm to

37°C

Warm 1™ Oocyte
Warm 2™ Oocyte
Warm 3™ Oocyte
Warm 4™ Oocyte

4. Without leaving the liquid
nitrogen, remove one
RapidStraw from the goblet and
place it in a slit of the lid.

5. Warm the
RapidStraw

with your
fingers around
the black mark

to get a better

view of the black tab on Rapid-i.
Hold the RapidStraw well

above the black mark and use

the Rapid-i cutter to cut the
RapidStraw 3 mm above the back
end of Rapid-i. Do not lift the
RapidStraw from the lid and make
sure it stays up-right in the liquid
nitrogen.




Vitrolife

6. Lift Rapid-i
(using the Rapid-i
forceps) out of the
RapidStraw just
enough to enable
you to grasp the end with your
finger tips. Then quickly
(preferably less than 2 seconds),
but carefully, remove Rapid-i from
the RapidStraw and plunge the
tip and hole of Rapid-i into the
Warm1 Oocyte solution.

g

7. Allow the
oocytes to fall from
the device and sink
to the bottom.
Leave for

Warm 1 Oocyte 1 min

8. Transfer the

oocytes into b &)
Warm 2 Oocyte F ~i~1~"z
and let the oocytes fu ‘
remain in the —
solution for

Warm 2 Oocyte 3 min
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Vitrolife

9. Transfer the
oocytes into
Warm 3 Oocyte
and let the
oocytes remain in
the solution for

Warm 3 Oocyte 5 min

10. Transfer the
oocytes to

Warm 4 Oocyte
and remain in the
solution for

Warm 4 Oocyte 5-10 min

11. Rinse the .
oocytes in /\
culture media ’\V\

several times ‘

and continue culture
according to laboratory practice.

If more than one Rapid-i is to
be warmed in the same dish,
make sure that the tempera-
ture reaches 37°C after each

warming procedure
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Kitazato

Oocyte Equilibration

Oocyte Equilibration 1

Write BS, VS1 and V52 on the bd of Repro Plate. Drop 20yl for BS and
300pL each for VST and VS2 on the plate with micro pipette (See Figure
3-1). Immediately put the lid on the Repro Plate.

Oocyte Equilibration 2

Aspirate the Oocyte at the tip of the pasteur pipette. Transfer the Oocyte
with minimal volume of medwm from the culture dish to the BOTTOM of
BS (20uL).

Oocyte Equilibration 3 - For 3 minutes

Set up the stop watch (with count up function). Check the time with the

ALUMINUM STRAW HEAT
stop watch for the following steps. Add ES 20l gently to the TOP of BS
BLOCK CL CUTTER SEALER with tha Oocyte moving méicro pipette along the well and leave it for 3
minutes (See Figure 3-2).
s \*’/-.\ Oocyte Equilibration 4 - For 3 minutes

Add another ES 20uL gently to the TOP of BS as well and leave it for 3
minutes (See Figure 3-2).

Oocyte Equilibration 5 - For 6 - 9 minutes

Add another ES 240pL gently to the TOP of BS and |eave it for 6 -9 minutes
(See Figure3-2).

CrvOtop Oocvte Vltrlﬁcatlon An I matlon - For Equilibration, the volume of Oocyte is required to be recoverad

YO uTu be complately. Oocyte Equilibraticn & complete when the width of periviteline
space becomes equal 1o the width before immersing 1o ES.


https://www.youtube.com/watch?v=mZgwTlRslwM

Kitazato Vitrification Method - Kitazato IVF (kitazato-ivf.com)

Figure 20.1 Mean -+ SD normalized volumes of human oocytes during exposure to 1.5 mol/L 1.2-pfopanedlol (27) (left) or e
ene glycol (28) (right) at 25°C. The magnitude and kinetics of volume changes are dictated by the relative oolemma eabilit
water and cryoprotective agent (CPA). Low permeability to CPA and, consequently, more pronounced volume reduction may

major transient perturbations of the original spherical shape (right).
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https://kitazato-ivf.com/vitrification/#products

Minimum Volume —
Open System Approach

Concentration of cryoprotectant in
S 30% (EG and DMSO)

Volume of 0.1 uL

Cooling rate of approximately
23,000°C/min

—
Osmolarity of VS =8.000 to 4.000

Kuwayama et al., 2005, 2007
Ana Cobo, 2008
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Zmeny tvaru oocytu

pred vitrifikaci béhem mrazeni

béhem rozmrazeni po rozmrazeni
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Warming: vit média
— DMSO je prilis toxické na to aby bylo pouzito pfi 37C

Slozeni vitrifikacnich / warming kitu
Vitrifikace | RapidVit Oocyte | SAGE Vitrification Solutions | Kitazato

Kryoprotektanty Propandiol, Ethylen DMSO, Ethylene glycol, DMSO, Ethylene glycol,
glycol, (37°C) Sucrose (RT) Trehalose (RT)

Ostatni latky MOPS, Gentamicin, MOPS buffered HEPES, Hydroxypropyl
HSA, ficoll, minimal HTF, amino acids, cellulose, Gentamicin
release Ca2+ Gentamicin, HSA
composition

m RapidWarm Oocyte SAGE Vitrification Solutions m

Kryoprotektanty Sacharéza (37°C) Sachardza (RT) / 1M -> 0.5M Trehalose (RT)

Ostatni latky MOPS, Gentamicin, MOPS buffered HEPES, Hydroxypropyl|
HSA HTF, amino acids, cellulose, Gentamicin

Gentamicin, HSA



Poskozeni oocytu béhem mrazeni

mikrofilamenta




Fyziologické aspekty vitrifikace oocytu

Délici vreténko

citlivé na zmeny teploty, bylo zjisteno, ze zmizi béhem rozmrazeni po slow
freezingu a pozdeji béhem 3 h znovu vznika

regenerace vieténka nastava béhem nékolika minut pfi 37°C, uz od 33 °C
se zacina vieténko rozpadat

MII mySich oocytu: spindle se rozpada kratce po rozmrazeni a nasledné
znovu vznika béhem 1 h po rozmrazeni

prestoze se béhem vitrifikace narusi integrita deliciho vieténka, tak po
rozmrazeni po obnove bunécné homeostazy se zmény opravi

stavbu déliciho vieténka poskozuji i kryoprotektiva

plati ze nebyly zjistény chromozomalni misegregace po vitrifikaci, vyvojové

malformace Ci defekty WUNI

MED



Poskozeni organel oocytu — mitochondrie

— kryokonzervace zpusobuje mitochondrialni disfunkci

— rapidni prunik kryoprotektiv do oocytu muze zpusobit nevratné zmény
organel vCetné mitochondrii

— kryoprotektiva (pfedevsim s DMSQO) spousti uvolnovani Ca z
endoplazmatického retikula a zpusobuje abnormalné zvysené hladiny
mitochondriani Ca

— mira posSkozeni mitochondrii urCuje zda oocyt zemre nebo prezije

— poskozeni mitochondrii muze vést ke zméné Ca a signalizace ROS pfi

T—

oplodnéni a ohrozeni vyvoje

Cyt C + proapototic factors

PREMATURE Ca?* RISE AND CG EXOCYTOSIS
MITOCHONDRIAL DAMAGE
DEATH OR ALTERED Ca?* AND ROS SIGNALLING AT
FERTILIZATION/EMBRYO DEVELOPMENT



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Fyziologické aspekty vitrifikace oocytu

Vapnikova kaskada a zona hardening

» oscilace vapniku jsou jiné u nemrazenych a mrazenych oocytu

« uvoliovani Caz ER

« vitrifikovanych i slow-freeze jsou nizsi frekvence a delSi doba trvani

* bylo zjiSténo ze nastava predCasny zona hardening (zpusoben
pravdépodobné kryoprotektivy)

« DMSO samotny u mysSi zpusobuje zona hardening

« vitrifikované oocyty maji odolnéjsi ZP vUu¢i chymotrypsinu

* U potkanu bylo zjisténo ze DMSO nebo EG zpusobuje vyliti kortikalnich

granuli

MUl
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Poskozeni organel oocytu — zona pellucida

— trilaminarni vrstva glykoproteinu

— kryokonzervace nékdy zpusobi ZP hardening zpusobeny predéasnym
vylitim kortikalnich granul do perivitelinniho prostoru

— pfidani proteint do kryokonzervacnich médii sniZuje efekt zona hardening

Plasma membrane

Zona pellucida Cortical granules

Binding

Acrosome reaction
Penetration

Fusion



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Fyziologické aspekty vitrifikace oocytu

Genova exprese

« koncentrace kryoprotektiv a jejich slozeni ovliviiuje genovou expresi oocytu

* byly zjiStény i rozdily mezi typy kryoprezervace (slow freezing snizuje geny
chromozomové struktury a regulace bunécneho cyklu, vitrifikace snizila expresi
regulatord ubikvitinace)

* epigenetické zmény nalezené v rozmrazenych oocytech by mohly byt vysvétlenim
downregulace exprese genu (u zvirat i lidi)

» ovlivnéni epigenetickych mechanismu regulace bunécného cyklu a zasah do regulace
apoptozy, u lidi byly nalezeny v procesu ubikvitinace

* naruseni regulace ubikvitinace muze ovlivnit obsah proteinu v oocytech a potencialné

vyvojove schopnosti oocytu
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Exprese genu oocyty

— oocyty podrobené bud vitrifikaci nebo pomalému zmrazeni, vykazuji
transkriptomické zmény, protoze obé metody generuji modifikace v profilu
genové exprese lidskych oocytd MIl (downregulaci nékolika gen
souvisejicich s vyvojem embrya, energetickymi drahami, integritou DNA a
bunécnym cyklem), tyto zmény jsou vyraznéjsi u pomalého zmrazeni

— vitrifikace muze ovlivnit imprinting esencialnich gendu, jako
jsou GTL2 a PEGS3 a snizuje expresi PTEN v oocytu

— sekvenovani jednobunécné RNA ukazalo, ze postup vitrifikace lidskych
oocytu snizil genovou expresi ve srovnani s Cerstvymi oocyty

MUl
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Epigenetika oocyty

— pomalé zmrazovani zvysuje trimethylaci histonu H3 na lysinu 27 (H3K27me3)
a snizuje trimethylaci histonu H3 na lysinu 4 (H3K4me3), coz by mohlo
narusit vyvoj mysiho embrya

— mysSi oocyty podrobené vitrifikaci vykazuji zvySené hladiny demetylace
histonu H3 v lysinu 9 (H3K9meZ2) a zvySeni acetylace histonu 3 na lysinu 5
(H3K5ac)

— bovinni blastocysty z vitrifikovanych oocytd vykazuji snizenou uroven
metylace genomu

— prasecCi oocyty podrobené vitrifikaci vykazuji hyperacetylaci histonu 4 dvé
hodiny po rozmrazeni, zvySeni metylace histonu 3

MUl
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— vétSina epigenetickych zmén byla pozorovana u vitrifikace nezralych oocytu
(stadium GV) nasledované krokem zrani in vitro, o kterém je znamo, ze
snizuje nasledny vyvoj embryi

Vapnik

— vitrifikované/zahraté oocyty vykazujici zmény amplitud a frekvenci Ca ve
srovnani s Cerstvymi oocyty

— podporuji aktivacni kompetenci téchto oocytu, pricemz mira oplodnéni je
srovnatelna

— kryokonzervace spermii ma takeé vliv na obsah PLCz

U1
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FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Fyziologické aspekty vitrifikace oocytu

Metabolismus

u bovinnich embryi zjistén vyrazné pomalejsi metabolismus po kryo

slow freezing ma vyrazné horsi dopad na metabolismus nez vitrifikace, coz je
pravdépodobné dano poskozenim mitochondrii

béhem vitrifikace dochazi k poSkozeni plazmatické membrany — kvantifikace
laktat dehydrogenazy (LDH - markr neporusenosti plazmatické membrany)
bylo zjiSténo, ze po slow freezingu byl staticky zvySeny obsah LDH na rozdil od

vitrifikace

embrya po vitrifikaci Ize znova mrazit u mysi takto embrya prezila 4 cykly a
vyvijela se na 31,5 % (nemrazena se vyvijela na 51,7 %) na rozdil od slow

freezingu, kdy ambrya nepfezila 3 cykly MUNI
MED



Poskozeni oocytu viiv CPA

— pouzitil,2-propandiolu v pomalém zmrazovani vyvolava zmény v profilu
exprese proteint oocytu

— expozice oocytu hlodavcu tomuto Cinidlu zvySuje intracelularni kalcium, ROS,
zona pellucida a snizuje preziti oocytu

— mrazeni zpusobuje pokles kortikalnich granuli, zvySenou vakuolizaci, zmény
mitochondrii

— pomalé zmrazovani muze vyvolat vySSi a trvalejSi intracelularni elevaci
Ca?* ve srovnani s kontrolnimi a vitrifikovanymi lidskymi oocyty, coz
naznacuje poSkozeni Ca?* kaskady
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Open vs closed system

— obavy z oteviené vitrifikace kvuli riziku kfizové kontaminace a pfenosu
chorob kapalnym dusikem

— uzavieny systém muize mit za nasledek méné ucinné zmrazeni oocytu kvuli
snizené rychlosti chlazeni (23 000 C/min vs 1000 C/min)

— lepSi zachovani ultrastruktury oocytu v otevieném systému

— prospektivni studie oocytu sourozeneckych darkyn zmrazenych obéma
technikami - kromé miry preziti (82,9 % vs. 91,0 %) nebyly zjisStény zadné
statisticky vyznamnée rozdily v mire klinického téhotenstvi a pocCtu zive
narozenych déti mezi closed a open

— roce 2018 byla provedena metaanalyza a zjistila srovnatelné kryopreziti,
klinické téhotenstvi a miru zivé narozenych déti

MUl
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rrezivani oocytu po VItritTikacCl
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Comparison of concomitant outcome achieved with
fresh and cryopreserved donor oocytes vitrified by the
Cryotop method

Ana Cobo, Ph.D.,* Masashigue Kuwayama, Ph.D.> Sonia Pérez, Ph.D.,* Amparo Ruiz, M.D.,*
Antonio Pellicer, M.D..,” and José Remohi, M.D."

*IVI Universidad de Valeacia, Valencia, Spain: and ® Kato Ladies Clinic, Nushishinjuku, Shinjukn, Tokyo, Japan

Embryo quality.
Vitrified Fresh Pvalue

Cleavage rate day 2 embryos (%) 161/1 7 176.’1 083
No. of c2ll day 2 embryos (mean + SD) 38 +1. 39+1. 567
Good quality day 2 embryos (%) 136/161 (84.4) 126/176 (71.5) 005
Cleavage rate day 3 embryes (%) 125/161 (77.5) 149/176 (84.6 098
No. of cell day 3 embryos (mean + SD) 6.9 +£23 6.9+27 558
Good quality day 3 embryos (%) 101/125 (80.8) 120/149 (80.5 956
No. of embryo undergoing extended culture 78 143

Blastocyst rate No. (%) 38/7 (;Ilp) 68/14 ﬂ@ 869
Good quality blastocysts No. (%) 24/32 18t 42/60 ' 70 612

Cobo et al_, 2008



Klinickeé tehotenstvi po vitrifikaci

Mean Number Number
ageat Target of of Mean Dav SR IR IR CP/T LBET
Author Studv design freezing population Method patients oocytes embrves transfer (%9) (%0) (%0) (%%9) (%0)
Cobo er 2! Bandomization 2687 Oocvte donors VF 293 3286 1.7 3 923 T42 39.9 181
Spain [13]  appropriate for ERY
compatring clinical
outcoime
——
266 = Fresh 288 3183 1.7 NA 733 -'E.Q(:'rf-.ﬁ )-‘S.S
38
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Perinatologicka data — FET vs KET

vi)

Obstetric and perinatal outcome of
babies born from vitrified oocytes

Ang Cobo, Ph.D. Vicente Serra. M D.,. Nicolas Garrido, PhD. Inés Olimo, M .D.. Antonio Pellicer, M D,
and Jose Remohi, M D

Instituto Valenciano de Infertdidad, Universidad de Valencia Valencia, Spain

Obstetric and perinatal outcomes.

Fresh ococytes (N = 996) Vitrified ococytes (N = 804)" Pvalue

Pregnancy outcome

1* timester bleeding 287 (28.8) 267 (33.2) 045
Invasive procedures® 94 (9.49) 124 (15.4) 001
Anemda (Hb <11 g/dL) 61(6.1) 52 (6.5) NS
Gestational cholestass 18(1.8) 19 (2.4) NS
Diabetes 94 (9.4) 75 (9.3) NS
2™ & 3™ wrimester bleeding 62(6.2) 69 (8.6) NS
PROM <37 wk 64 (6.4) 44 (5.5) NS
Pregnancy-induced hypertension 122(12.2) 103 (12.8) NS
Unnary tract infection 77(7.7) 38 (4.7) 03
Delivery outcome
Weeks at delivery 38.2(38.0-384) 38.2 (38.0-38.4) NS
Preterm births (<37 wk) 226(22.7) 175 (21.8) NS
Very preterm births (<34 wk) 61(6.1) 37 (4.6) NS
C esarean secuion 608 (61 .0) 546 (67.9) 001
Puerperal problems 69 (6.9) 51(6.4) NS

PAG.20

Cobo et al. Fertil Steril 2014, 102:1006-15
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ASSISTED

Recentni pokrok v kryo oocytll Inepnooucnve

TECHNOLOGY

& ARTIFICIAL
INTELLIGENCE

1. nova technologie vyuziva Al pro predikci oplodnéni a poctu zivé
narozenych déti ze zmrazenych oocytu - tfidéni oocytu se provadi ze
snimku zralych oocytl porovnanych databazi dfive kryokonzervovanych
vajiCek davajicich blastocystu

2. Al selekce muze zlepsSit predikci potencialu vyvoje embryi a vysledku
téhotenstvi cyklt ICSI pomoci zmrazenych a rozmrazenych oocytu

3. automatizovana vitrifikace by mohla zlepSit vysledky mrazeni oocytu

4. hodnoceni kvality oocytu pfed kryokonzervaci lze provést vizualizaci
vietének v oocytech metafaze [l nebo mérenim velikosti vieténka pomoci
polarizaéniho mikroskopu (polskopu)

5. biopsie polarnich télisek pfed kryokonzervaci oocytl muze byt také pouzita
pro predikci euploidnich embryi a budoucich vysledkd téhotenstvi. Oocyty s
euploidnim prvnim polarnim téliskem maji vétSi Sanci na vznik blastocysty




Onkologické pacientky a vitrifikace oocytu

— cca 10 % Zen reprodukéniho véku ma malignity

— s rozvojem terapie malignit se zvySila poptavka po efektivni kryokonzervaci
oocytu

— vetsina chemoterapii je gonadotoxicka, radioterapie také poskozuje ovaria
— konvencni ovarialni stimulace predsatvuje zpozdéni o 2-3 tydny
— proto vhodné udélat random start ovarian stimulaci a vyuzit folikularni viny
— ovarialni stimulace muze byt zahajena nahodné v kterykoli den

menstruacniho cyklu, aniz by doslo ke sniZzeni vytéznosti oocytu a aniz by
byla ohrozena naléhavost a bezpecnost IéCby rakoviny. MUNI

MED



Onkologické pacientky a vitrifikace oocytu

— dalsi moznosti je dualni stimulace
— moznost je i odbér nezralych oocytu (Spatna efektivita IVM)

— Zzenam s genovou mutaci rakoviny prsu (BRCA1/2), které planuji
profylaktickou ooforektomii k prevenci rakoviny vajecnikl, muze byt
nabidnuta kryokonzervace oocytu

— zeny s rizikem ovarialni insuficience v dusledku genetickych stavu, jako je
premutace fragilniho X, Turnerllv syndrom a delece chromozomu X, jsou
vhodnymi kandidatkami na zmrazeni vajiCek pred naslednym selhanim
vajecniku

MUl
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facebook @ Social freezing

‘@

hrazeni nakladt do 20 000 USD (10 000 mrazeni + 1000 USD/rok
skladovani)

Zaméstnanecky benefit velkych korporaci (Apple, Facebook)

vyznamny predevsim vék zeny — prumér 30 let, optimalni do 26 let (u zen nad
40 nema smysl)

2nd International Symposium on Social Egg Freezing Barcelona 2015

|zrael : Zenam mezi 30 - 41 lety, pokud se boji poklesu plodnosti, umoznéno
podstoupit ctyri odbéroveé cykly, nebo odbér dvaceti oocytu. Takto vznikld
embrya pak mohou byt transferovdna Zené az do véku 54 let

MUNI
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h | | complete
@ as re Social freezing

« vefejny pruzkum prezentovany na ESHRE 2014,

e Lallemant et al.2013, Complete Fertility Centre of Princess Anne
Hospital, Southampton,

« 973 Zen prumeérny vék 31 let
« zafi 2012-zafri 2013

« 89,1% zen souhlasi s mrazenim ze socialnich duvodu
« pouze 19 % vazné uvazuje o zmrazeni vlastnich oocytu

« osobni kariéra nebyla tak vyznamny faktor jako vék a absence
partnera u zen do 35 let

Ve Velké Britanii v roce 2012 vzniklo asi 580 embryi z vitrifikovanych
oocytl. Tyto embrya byla transferovana ve 160 cyklech — do konce |
roku 2012 se narodilo 20 déti.




Pocet zamrazenych oocytu

— zasadnim faktorem ovliviiujicim uspésnost social freezingu je poCet zralych
(metafaze 2) zmrazenych oocytu

— zmrazeni prilis malého poctu oocytl je malo efektivni

— zmrazeni pfriliS velkého mnozstvi - zbyteCné vydaje, nepfiznivé ucinky na
zdravi, naroky na skladovaci prostory a plytvani oocyty (pokud jsou nevyuzity)

— vice nez 8 oocytu by mélo byt zmrazeno, aby se zlepSila budouci mira
téhotenstvi (Rienzi et al. 2012)

— Doyle a kol. (2016) doporucuje kryokonzervovat 15—-20 zralych oocytl u Zzen ve
véku <38 let (70—80% Sance na alespon jedno zivé narozené dité) a 25-30
zralych oocytu ve véku nad 38 let (65—-75% Sance na alespon jedno Zivé
narozene dite).

— pacientky by mély mit pfiblizné 20 zralych oocytt pro realnou Sanci na porod
zivého ditéte (ESHRE)

MUNI
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, r v v , .y v @ Peiﬁl%';ﬁon &
Idealni vek pro mrazeni vajicek Embryology
— nejkritiCtéjsim faktorem je vék pfi zmrazeni
— zmrazeni vajicek v mladSim véku muze maximalizovat mnozstvi a kvalitu
oocytu ale je méné pravdépodobné, Ze je pacientka v budoucnu vyuZzije

— mrazeni v pokrocilém véku vyZaduje vétsi pocet cyklu odbéru oocytl, ¢imz se
zvySuje fyzicka, psychicka i financni zatéz pacientky, Casto vede ke zmrazeni
zvySeného pocétu méné kvalitnich oocytu

— méla by existovat rovnovaha mezi poZzadovanymi pfinosy a nakladovou
efektivitou (?)

— mira zivé narozenych déti ve véku <35 let byla vyznamné vyssSi nez ve 35
letech (23,8 % vs. 12,0 %) u Zen podstupujici planovanou OC

— 30-35 let je rozumnou vékovou skupinou pro mrazeni oocytu (mladsi - u zen
se snizenou ovarialni rezervou nebo s pred€asnou ovarialni insuficienci) ?

— nejCastéjsi vék zen pouzivajicich rozmrazena darovana vajiCka je 43-45 let
(UK)

— IVF zmrazenych darovanych vajicek maji vyznamne vysSsi uspesnost nez u
pacientek pouzivajicich vlastni vajiCka, a LBR je 30 % na |éCebny cyklus, u U1
vlastnich vajiCek pacientky je to 18 % MED



Freezing eggs

A woman is the most fertile between the ages of 20 and 30. After 35 years of age, the egg quality
and fertility fall sharply. At the age of 40, only about 20% of women become pregnant without
difficulty. In order for @ woman to have a baby at an older age, we recommend freezing the eggs

ideally b ld and at a maximum of 35 years old. Of course, a woman can always try to

conceive naturally, and she may never use the frozen eggs.

Pro koho ie Zmrazeni Vaiféek * ProzZeny ve vékkteré v budoucnu planuji rodinu, ale aktualni okolnosti jim to
VhOdné? neumoznuji (zmrazeni je mozneé i po 35. roce, plati ale, ze ¢im dfive, tim lépe).

® Pro zeny, které ¢eka invazivni lécba (napf. chemoterapie) negativné ovliviujici kvalitu vajicek.
® Pro zeny, které musi podstoupit odebrani vaje¢nikd, nebo je trapi jiné onemocnéni zasahujici

reprodukéni soustavu.

Zamrazeni vajicek

Zena je nejplodné&jsi meZ 20. a 30. rokemfzivota. Po 35. roce kvalita vajicek a plodnost vyrazné klesé. Aby mohla
mit vlastni dité i ve vy&&im véku, je mozné, aby si idealné do svych 30 let nechala zamrazit vajicka. V pripadé, ze
je Zzena zdrava tak samoziejmé miZze otéhotnét i pfirozenou cestou a zamrazena vajicka nemusi nikdy pouzit.

Pro koho je kryokonzervace vajicek

Obsah Strénky VhOd né’p

Pro koho je

kryokonzervace vajicek .
vhodna? pro Zeny|do 30 let véku
Jak probihé Zmrazeni vaji¢ek v mladém véku zaruduje nejvyisi kvalitu bunék. Je to skvéld prevence pro I\Il U I\I I

pfipad, Ze by ve vaiem Zivoté pozdéji nastal jakykoliv zdravotni problém. Kryokonzervaci lze
samoziejmé provést i ve vyidim véku, vajicka viak jiz nemusi byt v nejlepsi moiné kvalité. |\/| E D

kryokonzervace?
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Banka vajicek

— v programech darcovskych oocytu pro zeny s nizkou ovarialni rezervou
neuspésnym oplodnénim IVF a zeny po menopauze

— zjednodusSuje logistiku cyklu ART diky minimalni koordinaci, protoze neni nutna
synchronizace mezi menstruacnim cyklem prijemkyné a darkyné

— karanténa oocytu - €as pro screening infekCnich onemocnéni

— shizuje naklady na cyklus darovani oocytl diky efektivnimu pfidélovani oocytu
mnoha pfijemkynim ze skupiny darkyn a zkracuje dobu do otéhotnéni

— darcovské oocyty Ize snadno prepravovat z jednoho centra do druhého, coz
zjednoduSuje postup IVF léCby

— prospektivni studii, ktera byla provedena za ucelem porovnani vysledku cyklu
Cerstvych a vitrifikovanych darcovskych oocytu, nebyl nalezen signifikantni
rozdil v mife oplodnéni (80,7 % vs. 78,2 %) a mife klinického téhotenstvi (40,8
% vs. 33,3 %) mezi fresh a cryo oocyty MUNI

MED
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